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 1. Bevezetés 
 
Magyarország felszín alatti vízkészletei kiemelkedő természeti erőforrást jelentenek. 
Ivóvízkészletünk több mint 95%-a származik ezekből a vizekből, számos termál-, és 
gyógyfürdőnk vizét források és kutak biztosítják, ezen kívül ipari és mezőgazdasági célokra 
egyaránt használjuk őket. 
A geotermikus vizek a kőzetrétegeknek köszönhetően ásványi sókban, redukált és 
oxidált szervetlen, valamint szerves vegyületekben igen gazdagok, melyeket az itt élő 
mikroorganizmusok sokféleképpen hasznosíthatnak anyagcseréjük során: az oxidált 
vegyületeket redukálva és a redukált vegyületeket oxidálva megteremtik maguknak a 
szaporodásukhoz szükséges energiát. 
Szerte a világon elsősorban a vulkanikus működéseknek köszönhetően számos 
természetes hévforrás tör a felszínre, melyeknek sajátos összetételű és szélsőséges környezeti 
feltételekhez alkalmazkodott prokarióta közösségeiről napjainkban ismereteink egyre 
bővülnek. Hazánkban a magas geotermikus gradiens biztosítja a termálvíz kinyerés 
lehetőségét, azonban ezeknek a vizeknek a mikrobiótájáról ez idáig csak szórványos 
ismeretekkel rendelkezünk. 
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 2. Irodalmi áttekintés 
2.1. Hévízkutak Magyarországon 
A Magyarországot is magába foglaló Pannon-medencében a 30-35 km-es világátlagnál 
vékonyabb, mintegy 24-26 km vastagságú földkéreg található, a medencét kitöltő üledék 
pedig főként jó hőszigetelő tulajdonságokkal rendelkező agyag és homok. Hazánkban a 
geotermikus gradiens (amely megmutatja, hogy egységnyi mélységközönként hány fokot 
növekszik a hőmérséklet) átlagosan 4,5°C/100 méter, ami csaknem másfélszerese a 
világátlagnak (2-3°C/100 méter). Földrajzi helyzetéből adódóan tehát Magyarország 
területének csaknem háromnegyedén lehetőség van hévíz feltárásra. Főként az ország déli, 
dél-keleti régiói gazdagok olyan hévízkutakban, melyekből 30°C-nál melegebb termálvíz 
nyerhető ki (1. ábra). A termálvizet adó kutak mintegy 30%-a balneológiai célra, több mint 
egynegyedük ivóvízellátásra hasznosítódik, s nem egészen a fele szolgál geotermikus 
energiahasznosítási célokat (SZŐNYI J. és mtsai 2008). 
 
1. ábra. Magyarország hévízkútjainak hőmérséklete és hasznosítása (2005. január 1-i állapot)  
(Környezetvédelmi és Vízgazdálkodási Kutató Intézet Nonprofit Kft. nyomán). 
Az általam vizsgált két Szarvashoz közeli termálkutat két cég üzemelteti: a K-81 (Szr-
18) [továbbiakban SZR18] jelzésű hévízkutat a Barex Kft., míg a K-87 [továbbiakban K87] 
jelzésűt a Gyógy-Termál Kft. A kutakból kitermelt termálvizet először egy hőközpontba 
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vezetik, majd szétosztásra kerül a felhasználók között. Magas poliaromás szénhidrogén 
(PAH) tartalma miatt kizárólag ipari létesítmények fűtésére alkalmas. A kitermelt víznek a 
felhasználás után a kinyerés helyére való visszasajtolása jelenleg még nem oldható meg 
gazdaságosan, ezért a hasznosítás során lehűlt termálvizet tározótavakba vezetik, amik ún. 
természetközeli víztisztító rendszerekként működnek. A tavakban történő átmeneti tározás 
után a használt termálvizet elvezető csatornákon át a Hármas-Körös felszíni befogadóba 
juttatják (PEKÁR F.-JANURIK E. 2012). A vizsgált hévízkutak talpmélysége 1790, illetve 2218 
méter, átlagos vízhozamuk 1,4 liter/perc, így évente akár 150000-270000 m3 sajátos fizikai-
kémiai tulajdonságokkal rendelkező termálvíz is kitermelhető belőlük (1. és 2. táblázat). 
1. táblázat. A Szarvas környéki termálvizes fűtőrendszerek jellemző adatai (PEKÁR F. 2013 nyomán). 
Cégnév Barex Kft. (I. sz. hőközpont)
Gyógy-Termál Kft. (Erzsébet-
ligeti hőközpont)
Termálkutak kataszteri és (fúrás száma) K-81 (Szr-18) K-87 (nincs)
Termálkutak építési ideje (év) 1982 1986
Talp-mélység 2218 m 1790 m
Szűrőzés 1554 m - 1754 m között 1569 m - 1747 m között
Kútvíz-hozam 1500 (liter/perc) 1300 (liter/perc)
A kitermelhető termálvíz mennyisége 150000 (m3/év) 270000 (m3/év)
A kitermelt termálvíz kifolyási 
hőmérséklete
95 °C 96 °C
Hűtő-tározó tavak száma; területe és 
térfogata
4 db sorbakapcsolt tó; össz.: 
8,55 ha, 177 710 m3
1 db tó; 5 000 m2, 10 000 m3
Tározó építés ideje (év) 1983 1994
Leeresztés időszaka október 15. - március 31. október 15. - április 15.
Elvezető csatorna hossza, típusa; 
térfogata 7,5 km, földmedrű; 7000 m
3 zárt csővezeték
 
2. táblázat. Engedélyezett határértékek a kibocsátott termálvízre, valamint a jellemző szennyezőanyag 
koncentrációk az SZR18-as termálkútvízben, a kezelendő csurgalékvízben és a befogadóba kibocsájtott 
tisztított termálvízben (2012. évi adatok) (PEKÁR F. 2013, 220/2004. (VII. 21.) Korm. rendelet alapján). 
Komponens
Határ-
értékek
Termál 
kútvíz
Termál 
csurgalékvíz
A befogadóba 
kibocsátott termálvíz
pH 6-9 8,41 8,22
KOIk (mg/l) 150 808 851 319
BOI5 (mg/l) 50 592 536 33,7
NH3-NH4-nitrogén (mg/l) 15 12,5 12,2 0,112
összes só/ összes oldott anyag (mg/l) 4500 3980 3700 6307
nátrium egyenérték (%) 95 97,9 97,4 98,4
fenolindex (mg/l) 3 9,33 8,7 0,222
hőterhelés/hőmérséklet (°C) 30 94 30
külső hőmérséklet 
függvénye
PAH (µg/l) 15 4,85 7,84 0,054
antracén (µg/l) 0,11 0,27 0,63 <0,003
fluorantén (µg/l) 0,24 0,92 1,64 <0,003
benzol (µg/l) 7,4 27,6 31,6 <0,2
bárium (µg/l) 300 620 720 517  
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A Barex Kft. által kitermelt termálvizet enyhén lúgos kémhatás (pH 8,41), magas KOIk 
(808 mg/l) és BOI5 (592 mg/l) értékek, valamint magas hőmérséklet (95-96°C) és sótartalom 
(3980 mg/l nátrium-hidrogénkarbonát) jellemzi. A dél-alföldi termálvizekre főként 
kőolajkutató keresőfúrások során leltek, ennek köszönhetően pedig magas a benzol 
(27,6 µg/l) és fenol (9,33 mg/l) tartalmuk is. 
2.2. Egy ausztrál termálkút vizének termofil mikrobaközössége 
Kimura és munkatársai egy ausztráliai termálkút mikrobiótájának vizsgálata során 
nagyfokú diverzitást mutattak ki mind a Bacteria, mind az Archaea közösségek terén 
(KIMURA H. et al. 2005). Az általuk vizsgált fúrt termálkút az ausztráliai Nagy-Artézi-
medence területén található, Queensland-től nyugatra, hőmérséklete 64,4°C, enyhén alkalikus 
(pH 8). Az Ausztrália csaknem egy ötödén elterülő Nagy-Artézi-medence nevezetes mélyből 
feltörő termálvizeiről, mely vizek magas hőmérséklete nem vulkanikus tevékenységek 
következménye. Magyarországhoz hasonlóan itt is az átlagosnál jóval magasabb (4,8°C/100 
méter) geotermikus gradiens van, ennek, valamint az extrém lassú felszín alatti áramlásnak 
köszönhetően (1-5 méter/év) a medence területén számos termálkút létesíthető. A Kimura és 
munkatársai által vett termálkút vízminta feldolgozása a következőképpen történt: a vízminták 
szűrése után (tömörítés) a DNS izolálása Sterivex GS filterrel történt, majd a Bacteria és 
Archaea 16S rRNS régiók felszaporítása következett PCR segítségével (ehhez Bac27F-
Uni1492R és Arch109F-Arch915R primere párokat használtak. A felszaporított 16S régiókból 
Zero BluntTOPO klónozó kit felhasználásával hoztak létre molekuláris klónkönyvtárakat 
(2db, 59 tagú), majd a csoportteprezentáns klónok kiválasztását RFLP-vel végezték, amihez a 
HaeIII, RsaI és MspI restrikciós enzimeket használták fel. A reprezentánsok bázissorrend 
elemzése alapján a vizsgált vízmintából 7 Bacteria és 9 Archaea csoportot tudtak sikeresen 
beazonosítani, melyekbe leginkább termofil szervezetek tartoznak: Thermoplasma 
acidophilum, Methanosaeta thermophila, Hydrogenobacter thermophilus, 
Thermodesulfovibrio yellowstonii, Thermus antranikanii. 
Bacteria-k közül a Hydrogenobacter (22%), Hydrogenophilus (15%), 
Thermodesulfovibrio (27%), Thermus (6%) és Aquaspirillum (19%) nemzetségek voltak 
kimutathatóak, valamint egy még nem besorolt divízió, az OP10. A Hydrogenobacter és 
Hydrogenophilus nemzetségek tagjai hidrogén-oxidáló baktériumok (HOB), melyeket ez 
idáig főleg geotermális környezetekből, meleg vizű forrásokból írtak le (KAWASUMI T. et al. 
1984, HAYASHI N. R. et al. 1999). A Thermodesulfovibrio nemzetség tagjai főként termofil 
szulfát-redukáló baktériumok (SRB), melyeket szintén meleg vizű forrásokból izoláltak 
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(HENRY E.A. et al. 1994). A Thermus genus tagjai az Aquaspirillum nemzetséghez hasonlóan 
olyan kizárólag heterotróf anyagcserét folyatató baktériumok, melyeket vulkanikus területek 
meleg vizű forrásaiban fordulnak elő (CHUNG A. P. et al. 2000, WEN A. et al. 1999). Az OP10 
divízióba tartózó baktériumfajok egyetlen ismert fajjal sincsenek közeli kapcsolatban, főleg 
hidrotermális, geotermális, anaerob kondíciók közül írták le őket eddig (HUGENHOLTZ P. et al. 
1998). 
Archaea-k közül az Euryarchaeota és Crenarchaeota törzsek képviselőit sikerült 
kimutatniuk: a Methanospirillum (49%), Methanosaeta (10%) és Thermoplasma (15%) 
genusok tagjain kívül egy vegyes Creanarchaeota csoportot (25%) is sikerült 
beazonosítaniuk. A Methanospirillum nemzetségbe főként a hidrogént elektron donorként 
használó metanogén, vagyis metánt előállító szervezetek (hidrogenotróf metanogének) 
tartoznak (FERRY J. G. et al. 1974). A Methanosaeta-k pedig olyan metanogén szervezetek, 
melyek az ecetsavat használják fel elektron donorként, acetotróf metanogének (KAMAGATA Y. 
et al. 1992). A Thermoplasma genusba mixotróf és heterotróf anyagcserét folytató szervezetek 
tartoznak, melyek az elemi ként elektron akceptorként képesek hasznosítani (DARLAND G. et 
al. 1970). 
 
3. Célkitűzések 
Napjainkban a geotermikus energia (mint megújuló energiaforrás) hasznosítása egyre 
fontosabbá válik a fosszilis energiahordozók megfogyatkozása miatt. Bár hazánkban a 
termálkutak vizének fizikai és kémiai vizsgálata rendszeres, ezeknek a különleges 
élőhelyeknek a mikrobiótájáról ez idáig még nem rendelkezünk ismeretekkel.  
Vizsgálatom célja ezért két Szarvas környékén található mélyfúrású hévízkút vizében 
élő Bacteria és Archaea közösségek diverzitásának feltárása és összehasonlítása volt 
molekuláris klónkönyvtárak létrehozásával és elemzésével. 
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 4. Anyagok és módszerek 
A vizsgált termálkutak felszíni kifolyóvizéből származó mintákból egyenként csaknem 
100 tagú klónkönyvtárat hoztam létre a részletes bakteriális és archaeális filogenetikai 
diverzitás feltárása céljából. Munkám során a létrehozott molekuláris klónok ARDRA 
módszer szerinti csoportosítása, bázissorrend elemzése, majd a kapott szekvenciák 
adatbázisok segítségével történő meghatározása után a legközelebbi rokon fajokat is 
tartalmazó filogenetikai törzsfákat szerkesztettem mindkét kút esetében. 
4.1. Mintavétel 
A mintavételre mindkét termálkút felszíni kifolyóvizéből 2012 márciusában került sor 
(2., 3. ábra). A HAKI (Halászati és Öntözési Kutatóintézet) munkatársai steril üvegekbe 2-2 
liter kútvíz mintát gyűjtöttek, a kútból származó termálvíz legalább 20 percen át történő 
kifolyatását követően. A mintákat a 24 órán belül történt laboratóriumi feldolgozásig 6-8°C-
on tároltam. 
 
2. ábra. Az SZR18-as jelzésű termálkút mintavételi helye. 
 
3. ábra. A K87-es jelzésű termálkút mintavételi helye. 
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4.2. Közösségi DNS izolálás 
A kutakból származó vízmintákat először 0,45 µm pórusátmérőjű polikarbonát szűrőn 
átszűrve tömörítettem. Ezután a polikarbonát lapok felhasználásával Ultra Clean Soil DNA 
Isolation Kit segítségével a gyártó utasításait követve vontam ki belőlük a közösségi DNS-
eket. Ennek eredményességét agaróz gélelektroforézis segítségével ellenőriztem (1%-os 
agaróz gélben), melynek során a kinyert DNS-eket UV fényben lehetett detektálni (a DNS 
festék ugyanis a molekula nagy árkába épül be, így az UV-fény hatására láthatóvá válik a 
gélben). 
4.3. 16S rRNS kódoló régiók felszaporítása 
Az izolált közösségi DNS-ek 16S rRNS kódoló (16S rDNS) régióinak felszaporítása 
polimeráz láncreakció (Polimerase Chain Reaction, PCR) segítségével történt. Ehhez 27 
forward (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) és 1401 reverse (5′-GGG TGT GTA 
CAA GAC CC-3′) univerzális Bacteria, valamint A109 forward (5′-ACC GCT CAG TAA 
CAC GT-3′) és A958 reverse (5′-CCC GGC GTT GAT TCC AATT-3′) Archaea primer 
párokat használtam. A PCR reakciókhoz először egy reagensekből álló premixet készítettem 
(Taq puffer, dNTP keverék, forward primer, reverse primer, desztillált víz, Taq DNS 
polimeráz, BSA), amibe templátként 1-1 µl izolált DNS-t tettem. Az így kapott PCR 
termékeket szintén agaróz gélelektroforézis segítségével detektáltam. 
4.4. PCR termékek tisztítása, ligálás 
A PCR termékek tisztítását EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit segítségével 
végeztem, majd a tisztított PCR termékekből 3-3 µl-t pGEM-T klónozó vektorba ligáltam (a 
ligáló premixbe ligáló puffer, T4 DNS ligáz, pGEM®-T vektor és tisztított PCR termék 
került). A felhasznált vektor egy 3000 bázispár hosszú linearizált plazmid, melyet a pGEM-
5Zf(+) vektorból EcoRV enzimes hasítással hoznak létre, majd túlnyúló 3’ timineket 
addícionáltatnak rá. Ezeknek a 3’-T túlnyúló („ragadós”) végeknek több funkciója is van: 
egyrészt megakadályozzák a plazmid inzert nélküli bezáródását. Másrészt jelentősen 
megnövelik a (tisztított) PCR termékek ligálási hatékonyságát, mivel a korábbi PCR reakció 
során alkalmazott Taq DNS polimeráz terminális transzferáz aktivitásának köszönhetően az 
inzertként alkalmazott amplikonok 3’ végükön adenin nukleotidokkal már bővültek. Így végül 
a vektorba bekötődő (ligálódó) PCR termékek cirkuláris plazmidot hoznak létre azáltal, hogy 
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a túlnyúló adeninek és timinek között kettős hidrogénkötés jön létre (PALATINSZKY M. et al. 
2011). 
4.5. Transzformálás, kék-fehér szelekció 
A ligáló premixet tartalmazó csöveket 24 órán át 4°C-on inkubáltam, majd a ligáláson 
átesett vektorokat Escherichia coli JM109 kompetens sejtekbe transzformáltam. Ezután a 
transzformált sejtek szelekciója ampicillin tartalmú táptalajon való tenyésztéssel és kék-fehér 
szelekcióval történt. A ligálás során alkalmazott pGEM-T vektor többek között az ampicillin 
rezisztenciát (amp) és a β-galaktozidázt kódoló (LacZ) géneket egyaránt tartalmaz. Ily módon 
csak azok a transzformált E. coli sejtek szaporodtak ampicillines táptalajon, amelyek  
felvették a klónozó vektort és ezáltal rezisztenciát nyertek. Ugyanakkor a sejtek üres vektort 
is felvehettek a transzformálás során, ezek elkülönítésére szolgált a kék-fehér szelekció. Az 
alkalmazott szelektív (ampicillin tartalmú) táptalaj olyan szénhidrátot tartalmazott (5-bromo-
4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid, „X-Gal”), amelyhez egy szabad állapotában kék színű 
molekula volt kovalensen kötve. A működő β-galaktozidáz enzim elhasítja ezt a molekulát és 
a telepek ennek következtében kék színűek lesznek, jelezve, hogy a vektor nem vette fel az 
inzertet (az X-Gal bontás indukálásához IPTG-t használtam). Sikeres ligálás esetén azonban 
az inzert (esetemben a tisztított PCR termék) a LacZ génbe épül be, ezzel megakadályozva a 
β-galaktozidáz enzim expresszióját. Így azok a telepek, melyek inzertet tartalmazó vektorral 
transzformált sejtekből nőttek ki, az X-Gal bontásának hiányában fehér színűek maradtak - 
ebből tudható, hogy a klónozás sikeres volt (4. ábra). A későbbiekben ezeket a fehér telepeket 
leválogatva hoztam létre a Bacteria és Archaea klónkönyvtárakat: a kinőtt telepeket egy-egy 
96 lyukú mikrotiter lemezbe („PCR plate”) pontoztam át steril fogpiszkáló segítségével 
(minden lyukba 1 telep került), majd 30-30 µl HPLC tisztaságú steril vizet pipettáztam 
mindegyik lyukba. A telepekből származó molekuláris klónok DNS-eit 5 perces, 98°C-os 
denaturáló PCR programmal tártam fel. 
 
4. ábra. Kék-fehér szelekció (http 1.). 
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4.6. M13 PCR 
Az inzert szekvencia kinyeréséhez két egymást követő PCR reakciót végeztem el, mind 
a négy klónkönyvtárra. Először a klónozó vektorra specifikus M13 primereket használtam, 
hogy az inzert-szakasz mennyisége túlsúlyba kerüljön (M13 forward: 5’-CAG GAA ACA 
GCT ATG AC-3’és M13 reverse: 5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3’). Az M13 primerek 
ugyanis felismerik a vektorba kötődés helyeit, így az M13 PCR a két kötődési pont közötti 
inzert-szakaszt sokszorozza fel. Ezen PCR folyamat során azonban az M13 primerek nem 
közvetlenül az inzertálódási pontok mellé kötődnek be, hanem azoktól kissé távolabb, a 
vektorhoz. Így minden M13 PCR-termék tartalmaz vektor-szekvenciákat a kezdeti és a 
végszakaszokon egyaránt. Az M13 PCR-t egy-egy 96 lyukú plate-ben végeztem el, 
templátként a klónkönyvtár felülúszói szolgáltak, a reagensek a primerek kivételével ugyan 
azok, mint a már korábban leírtak. A PCR reakció sikerességét ez esetben is agaróz 
gélelektroforézissel ellenőriztem. 
4.7. Nested PCR 
Másodszorra nested PCR-t végeztem mind a négy M13 PCR plate-re, amely már 
kizárólag az inzert szekvenciát sokszorozta fel (az M13-as templátok 5’, valamint 3’ variábilis 
végeit kihagyva, a közbülső –inzert- szekvenciákat lehetett felszaporítani). Erre azért volt 
szükség, mert az inzert a vektorba két orientációban is bekötődhetett (5’→3’, illetve 3’→5’), 
ezért egyazon faj inzertje a későbbi ARDRA hasítás során kétféle mintázatot adna a 
különböző hosszúságú közrefogó vektor szakaszok következtében. Így azonban a valós 
diverzitás könnyen túlbecsülhető. A reakcióhoz a már korábban ismertetett 27f-1401r, 
valamint  A109f-A958r primer párokat használtam, ily módon visszanyertem az eredeti, 
vagyis a tisztított PCR termékkel megegyező inzert-szekvenciákat. Azonban itt már nem 
közösségi 16S rDNS PCR termékeket kaptam, hanem a klónkönyvtárak mikrotiter lemezeinek 
egyes lyukaiban lévő, adott fajra jellemző 16S rDNS-t. A kapott termékeket ugyancsak 
gélelektroforézis segítségével ellenőriztem. 
4.8. ARDRA csoportosítás 
Optimális esetben minden molekuláris klón egy-egy közösségalkotó 16S rRNS génjét 
tartalmazza, ezért minél nagyobb arányban fordul elő egy közösségalkotó a vizsgált 
mintákban, annál több egyforma klón található meg a könyvtárakban. Mivel a molekuláris 
klónok azonosítására használt szekvenáló reakció igen költséges, ezért célszerű egy-egy 
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klónkönyvtáron belül feltárni, hogy hány különféle klón van, és ezekből a csoportokból csak 
egy-egy reprezentáns klón szekvenálását elvégezni. Ezt a csoportosítást ARDRA módszerrel 
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) végeztem el, melynek lényege, hogy a 
kinyert 16S rDNS-ket restrikciós endonukleázokkal emésztve eredményképpen taxon 
specifikus hasítási mintázatokat kapok, ahol a megegyező hasítási mintázatot mutató klónok 
egymással azonosak. A nested PCR során felsokszorozott 16S rDNS szakaszokat 
(amplikonokat) MspI és BsuRI restrikciós endonukleázokkal hasítottam. Ehhez a következő 
reagenseket használtam: MspI, BsuRI, Tango puffer (az MspI enzim puffere), R puffer (a 
BsuRI enzim puffere), desztillált víz (steril, HPLC tisztaságú). Az amplikonok emésztése 
37°C-os vízfürdőben, három és fél órán át történt. Végül az emésztett DNS termékeket agaróz 
gélelektroforézissel detektáltam (ezúttal 2%-os agaróz gélt használva): a DNS fragmentumok 
által képzett sávmintázatot UV fényben detektáltam, majd lefényképeztem (5. ábra). A 
sávmintázat egyezése alapján az ARDRA mintázati csoportokat manuálisan alakítottam ki a 
Picasa 3 és CorelDRAW szoftverek segítségével. Azokat a molekuláris klónokat, amik 
mindkét enzimre hasonló mintázatot adtak egy ARDRA csoportba soroltam. 
 
5. ábra. A K87-es termálkút vizéből készült Bacteria klónkönyvtár ARDRA emésztéséből kapott 
egyik emésztési kép. 
4.9. Szekvenálás, értékelés 
Az egyedi hasítási mintázattal rendelkező ARDRA csoportok egy-egy tagjára 
(reprezentánsok) új nested PCR reakciókat raktam össze az előzőleg is használt primerekkel 
(27f-1401r, A109f-A958r), templátként a korábban előállított M13-as PCR termékek 
szolgáltak. A friss 16S rDNS termékeket ezután elküldtük szekvenáltatni az LGC Genomics 
cégnek (Berlin, Németország), ahol a bázissorrend elemzést Bacteria esetén 27f, Archaea 
esetén pedig A109f primerek felhasználásával, automatizált Sanger-féle módszerrel végezték. 
A visszakapott kromatogramokat a Chromas program segítségével manuálisan 
korrigáltam - a túl zavaros szekvencia részleteket eltávolítottam (6. ábra). Az így kapott 
szekvenciák filogenetikai hovatartozását az NCBI internetes adatbázisban a BLAST (Basic 
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Local Alignment Search Tool) algoritmus, valamint az EzTaxon-e szerver (http://eztaxon-
e.ezbiocloud.net/) segítségével ellenőriztem. Ez utóbbi tenyésztésbe vont típustörzsek 
szekvenciáit tartalmazza, így fontos szerepe volt a molekuláris klónok faji szintű 
meghatározásában, míg a BLAST adatbázis segítségével főleg tenyésztésbe még nem vont 
baktérium és arcaea klónokkal való szekvencia egyezést lehetett kimutatni. 
 
6. ábra. A K87-es termálkút vizéből származó egyik molekuláris klón korrigált kromatogramjának 
részlete. 
Filogenetikai dendrogramot a két vizsgált termálkút vizében előforduló molekuláris 
klónokról valamint a velük legközelebbi rokon baktériumtörzsekről a MEGA 5.5 szerver 
felhasználásával szerkesztettem. 
A vizsgált termálkutak vizéből származó molekuláris klónokat dolgozatomban a 
következőképpen jelöltem: az első karakterek a kutakat jelölik (SZR18 és K87), a kötőjel után 
a „B” a Bacteria-t jelenti, az „A” pedig az Archaea-t, majd a klónok egyedi jelölése 
következik, a mikrotiter lemez lyukainak sorszámával megegyezően (1-96). 
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 5. Eredmények és megvitatásuk 
Az SZR18-as termálkút vizéből készített Bacteria klónkönyvtár esetén összesen 92 
molekuláris klónt sikerült csoportosítanom ARDRA módszerrel, 22 eltérő hasítási mintázatot 
azonosítottam. Ezen belül 11 major (több mint 1 klónt tartalmazó) és 11 minor (1 klónt 
tartalmazó) ARDRA csoportot lehetett elkülöníteni. Összesen 68 molekuláris klón (12 csoport 
reprezentáns) bázissorrend elemzésére került sor. Az SZR18-as termálkút Archaea 
klónkönyvtárából 90 molekuláris klón csoportosítása volt lehetséges ily módon, a 30 ARDRA 
csoportból 14 major volt és 16 minor. Összesen 77 klón szekvenálása volt lehetséges, 23 
csoport reprezentáns klón révén (3. táblázat). 
3. táblázat. A termálkutak vizéből létrehozott klónkönyvtárak feldolgozásának eredményei 
Klónkönyvtárak SZR18-B SZR18-A K87-B K87-A
Összes molekuláris klón (db) 92 90 80 95
ARDRA csoportok (db) 22 30 48 12
Major csoportok (db) 11 14 6 6
Minor csoportok (db) 11 16 42 6
Szekvenált klónok (db) 68 77 63 91
Szekvenált reprezentánsok (db) 12 23 32 8  
A K87-es termálkút esetében a Bacteria klónkönyvtárból 80 molekuláris klónt tudtam 
csoportosítani, ezekből 48 ARDRA csoportot hoztam létre a hasítási mintázatok alapján. 42 
minor csoport és csupán 6 major ARDRA csoport elkülönítése volt lehetséges. Összesen 63 
molekuláris klón (32 csoport reprezentáns) bázissorrend elemzésére került sor. A K87-es 
termálkút vizének Archaea klónkönyvtára esetén 95 molekuláris klónt 12 ARDRA csoportba 
soroltam. 6 major és 6 minor csoportot lehetett megkülönböztetni, végül pedig 91 klón 
szekvenálása volt lehetséges, 8 csoport reprezentáns révén (3. táblázat). 
5.1. Bacteria klónkönyvtárak 
5.1.1. Az SZR18-as termálkút vizének baktérium diverzitása 
Vizsgálati eredményeim alapján a termálkutak vizében élő baktériumközösségek 
diverzitása Bacteria törzs esetében jelentősen eltért egymástól. Az SZR18 jelzésű termálkút 
vizéből (EzTaxon adatbázist használva) csak a Fictibacillus és az Alicyclobacillus 
nemzetségek (Firmicutes) képviselőit sikerült kimutatni (4. táblázat). 
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A Bacillus és a vele közel rokon nemzetségek tagjait korábban már számos különböző 
környezetből kimutatták, szélsőséges környezeti feltételekhez alkalmazkodott termofil, halofil 
és alkalofil szervezetek egyaránt találhatók közöttük (ARAHAL D.-VENTOSA A. 2002).  
Az Alicyclobacillus nemzetséget, melybe az SZR18-as kútból származó legtöbb 
molekuláris klón tartozott, 1992-ben választották külön a Bacillus nemzetségtől egyes 
termoacidofil (opt. hőmérséklet 40-70°C; opt. pH 2-6) Bacillus fajok eltérő genetikai, 
fiziológiai és ökológiai tolerancia tulajdonságai alapján (WISOTZKEY J. ET AL. 1992). Az 
SZR18 molekuláris klónokkal legnagyobb mértékű szekvencia egyezést mutató 
Alicyclobacillus aeris baktériumfaj kemolitotróf anyagcserére, vagyis redukált vas és kén 
oxidálására is képes acidofil típustörzsét a kínai Zi-Jin rézbányából izolálták (GUO X. et al. 
2009). 
4. táblázat. Az SZR18-as termálkút vizéből feltárt baktériumközösség filogenetikai diverzitása  
(EzTaxon adatbázis alapján) 
Reprezentáns 
klón 
Klónok 
száma (db)
Legközelebbi rokon 
baktériumfaj/molekuláris klón (AN)
Szekvencia 
hasonlóság % 
(hasonló/összes bp)
Rend Törzs
SZR18-B10 1 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 93,06 (885/951)
SZR18-B18 6 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 93,07 (860/924)
SZR18-B25 1 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 93,43 (797/853)
SZR18-B39 3 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 94,06 (776/825)
SZR18-B5 44 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 93,83 (851/907)
SZR18-B50 1 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 93,17 (887/952)
SZR18-B51 1 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 94,58 (506/535)
SZR18-B69 1 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 94,57 (644/681)
SZR18-B77 1 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 93,41 (964/1032)
SZR18-B84 6 Alicyclobacillus aeris (FM179383) 97,34 (570/604)
SZR18-B6 2
Fictibacillus nanhaiensis  (GU477780)/ 
Fictibacillus phosphorivorans (JX258924)
99,68 (938/941)
SZR18-B46 1
Fictibacillus nanhaiensis  (GU477780)/ 
Fictibacillus phosphorivorans (JX258924)
95,52 (874/915)
Bacillales Firmicutes
 
Az SZR18 termálkútból származó molekuláris klónok 16S rRNS génjének bázissorrend 
elemzése csak egy vizsgált klón (SZR18-B6) esetében mutatott faji szintű azonosítást is 
lehetővé tevő 97% fölötti szekvencia egyezést, az ExTaxon adatbázis szerint az említett klón 
99,68%-os szekvencia egyezést mutatott mind a Fictibacillus nanhaiensis, mind a 
Fictibacillus phosphorivorans fajokkal. A Fictibacillus nanhaiensis egy aerob, endospórát 
képző Gram-pozitív sejtfalszerkezettel rendelkező fakultatív alkalofil baktérium (CHEN Y. et 
al. 2011), akárcsak a Fictibacillus phosphorivorans, melyet napjainkban írtak le és soroltak be 
a Bacillus nemzetségből az újonnan létrehozott Fictibacillus nemzetségbe (GLAESER S. et al. 
2013). Érdekes módon ugyanez a klón (SZR18-B6) BLAST szerint az obligát anaerob, 
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endospórát képző Gram-pozitív sejtfalszerkezetű Fictibacillus arsenicus fajjal (SHIVAJI S. et 
al. 2005) mutatta a legnagyobb szekvencia egyezést (99%), ami egy baktérium (7. ábra) 
 
7. ábra. Az SZR18 termálkút vizéből származó reprezentáns molekuláris klónok és a velük legnagyobb 
mértékű szekvencia egyezést mutató baktériumtörzsek / molekuláris klónok filogenetikai fája.  
(A molekuláris klónok mögött zárójelben az ARDRA csoport tagjainak számát tűntettem fel.) 
5.1.2. A K87-es termálkút vizének baktérium diverzitása 
A K87-es termálkút vizéből az SZR18-nál jóval nagyobb Bacteria filogenetikai 
diverzitást sikerült feltárni. Az EzTaxon adatbázist felhasználva a korrigált szekvenciák 
kiértékeléséhez a Firmicutes törzs tagjain kívül a Proteobacteria, Thermodesulfobacteria, 
Chlorobi, Nitrospirae törzsek, valamint az OP1 és OPB7 filogenetikai csoportok képviselőit is 
detektáltam. Ezeken belül a Desulfotomaculum, Pelotomaculum, Thermaneromonas, 
Thauera, Tepidiphilus, Rhodovulum, Methylocystis, Thermodesulfobacterium, Rhizobium, 
Azonexus és Thermodesulfovibrio nemzetségek tagjait egyaránt sikerült kimutatni 
(5. táblázat). 
A Desulfotomaculum nemzetségbe főként spóraképző, szulfátredukáló (a szulfátot 
terminális elektronakceptorként hasznosító), termofil szervezetek tartoznak (STACKEBRANDT 
E. et al. 1997). A K87-B45 jelzésű molekuláris klón a BLAST algoritmus szerint 98%-os 
szekvencia egyezést mutatott a Desulfotomaculum solfataricum baktériumfajjal, melyet 
először egy forró, kénes sármedencéből izoláltak és a szulfáton kívül a szulfit és a tioszulfát 
redukciójára is képes (GOORISSEN H. et al. 2003). A Desulfotomaculum nemzetségből még az 
északi-tengeri kőolajtározó rétegvizéből izolált termofil (opt. hőmérséklet 62°C) 
szulfátredukáló D. thermocisternum (NILSEN R. et al. 1996) és a szintén termofil, metilotróf 
szulfátredukáló D. kuznetsovii képviselői is kimutathatóak voltak - ez utóbbit felszín alatti 
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termál ásványvízből mutatták ki először (NAZINA T. et al. 1988).A K87-B27 és K87-B31 
klónokkal legnagyobb szekvencia hasonlóságot mutató Pelotomaculum schinkii egy mezofil, 
endospórát képező, obligát anaerob anyagcserét folytató, propionát-oxidáló és szulfátredukáló 
baktérium (BOK F. et al. 2005). 
5. táblázat. A K87-es termálkút vizéből feltárt baktériumközösség filogenetikai diverzitása  
(EzTaxon adatbázis alapján) 
Reprezentáns 
klón 
Klónok 
száma (db)
Legközelebbi rokon baktériumfaj/molekuláris 
klón (AN)
Szekvencia 
hasonlóság % 
(hasonló/összes bp)
Rend Törzs
K87-B27 1 Pelotomaculum schinkii (X91169) 94,92 (803/846)
K87-B31 1 Pelotomaculum schinkii (X91169) 92,44 (868/939)
K87-B5 1 "Uncultured" baktérium klón (EU888822) 94,64 (954/1008)
K87-B29 2 Desulfotomaculum thermocisternum  (U33455) 95,45 (857/902)
K87-B45 1 Desulfotomaculum solfataricum  (NR_036846) 98,81 (995/1007)
K87-B47 1 Desulfotomaculum kuznetsovii  (NR_075068) 91,27 (931/1020)
K87-B8 1 Peptococcaceae bacterium  (EU400652) 92,93 (878/962)
K87-B41 1 "Uncultured" baktérium klón (AY538172) 91,74 (900/981)
K87-B11 1 "Uncultured" baktérium klón (AB234271) 92,74 (894/964)
K87-B55 1 "Uncultured" baktérium klón (FJ374207) 90,91 (889/979)
K87-B53 1 Thermanaeromonas toyohensis  (AB062280) 97,36 (811/833)
K87-B65 1 Thermanaeromonas toyohensis  (AB062280) 97,1 (939/967)
K87-B32 1 Thermanaeromonas toyohensis  (AB062280) 96,32 (969/1006)
K87-B49 1 Thermanaeromonas toyohensis  (AB062280) 89,94 (867/964)
K87-B37 1 "Uncultured" baktérium klón (EU016419) 92,14 (821/891)
K87-B3 1 "Uncultured" baktérium klón (EU016419) 91,37 (921/1008)
K87-B38 1 "Uncultured" baktérium klón (EU016419) 91,10 (809/888)
K87-B19 6 "Uncultured" baktérium klón (EU016419) 91,02 (851/935)
K87-B43 1 "Uncultured" baktérium klón (HM041937) 99,78 (916/918) Thermanaerobacterales
K87-B7 1 Rhizobium taibaishanense  (HM776997) 94,32 (980/1039)
K87-B28 1 Methylocystis hirsuta  (DQ364433) 99,07 (1067/1077)
K87-B21 1 Rhodovulum steppense  (EU741680) 99,8 (1004/1006) Rhodobacterales
K87-B25 1 Thauera mechernichensis (Y17590) 99,16 (950/958)
K87-B44 10 Thauera mechernichensis (Y17590) 96,12 (818/851)
K87-B59 1 "Uncultured" baktérium klón (DQ018811) 97,85 (957/978)
K87-B85 1 Azonexus hydrophilus  (EF158390) 96,5 (744/771) Rhodocyclales
K87-B30 1 Tepidiphilus margaritifer  (AJ504663) 95,89 (956/997) Hydrogenophilales
K87-B4 5 Thermodesulfobacterium commune  (AF418169) 83,02 (714/860) Thermodesulfobacteriales Thermodesulfobacteria
K87-B74 1 "Uncultured" baktérium klón (DQ088767) 97,52 (1024/1050) Ignavibacteriales Chlorobi
K87-B58 1 "Uncultured" baktérium klón (GQ844371) 97,42 (1018/1045) Thermodesulfovibrio ordo Nitrospirae
K87-B1 13 "Uncultured" baktérium klón (AF027045) 96,62 (917/946) OP1 ordo OP1
K87-B69 1 "Uncultured" baktérium klón (GQ844336) 98,44 (1008/1024) OPB7 ordo OPB7
Thermoanaerobacterales
Morella ordo
Proteobacteria
Firmicutes
Zoogloea ordo
Clostridiales
Rhizobiales
Sporotomaculum ordo
 
A Thermanaeromonas nemzetség tagjai, ahogy azt nevük is sugallja termofil, obligát 
anaerob szervezetek. A K87-B32, K87-B49, K87-B56 és K87-B65 klónokhoz legközelebbi 
rokon Thermanaeromonas toyohensis olyan kemoorganotróf baktérium, mely a tioszulfát, a 
nitrit, valamint a nitrát redukciójára is képes (MORI K. et al. 2002). Ennek az 55-73°C közötti 
hőmérsékleti tartományban növekedni képes baktériumfajnak a típustörzsét a Toyoha-bányák 
(Hokkaido, Japán) 550 m mélységben lévő geotermális vízadó rétegéből izolálták. 
A K87-B25 klónnal 99,16%-os szekvencia egyezést mutató Thauera mechernichensis 
képes aerob körülmények közötti denitrifikációra (nitrát-redukcióra), és heterotróf 
nitrifikációra is (SCHOLTEN E. et al. 1999). A K87-B30 klónnal legnagyobb mértékű 
szekvenciaegyezést mutató Tepidiphilus margaritifer a nemzetség többi tagjához hasonlóan 
mérsékelten termofil, Gram-negatív sejtfalszerkezetű kemoorganotróf baktérium, melynek 
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típustörzsét egy 60°C körüli hőmérsékleten működő aerob szennyvíziszap kezelő 
fermentorából tenyésztettek ki (MANAIA C. et al. 2003). 
A K87-B21 jelzésű klón 99,8%-os szekvencia egyezést mutatott a Rhodovulum 
steppense baktériumfajjal. Ez a baktérium egy obligát haloalkalofil, fakultatív anaerob bíbor 
nem kén baktérium (KOMPANTSEVA E. et al. 2010), aminek feltehetően a termálvízben 
található kén vegyületek átalakításában van szerepe. A K87-B28-as klón faji szintű 
azonosítása is lehetséges volt, 99,07%-os szekvencia egyezést mutatott az aerob, egyedüli 
szén- és energiaforrásként metán/metanol hasznosítására képes Methylocystis hirsuta 
baktériumfajjal (LINDER A. et al. 2007).  
A Thermodesulfobacterium commune a K87-B4 klónnal mutatta a legnagyobb mértékű 
egyezést. Ez a faj a nemzetség többi tagjához hasonlóan termofil, obligát anaerob 
szulfátredukáló baktérium (ZEIKUS J. et al. 1983), típustörzsét (mely 70°C körüli hőmérsékleti 
optimummal jellemezhető) a Yellowstone Nemzeti Park (USA) vulkáni aktivitástól fűtött 
termálvizéből izolálták (8. ábra). 
Továbbá számos általam vizsgált molekuláris klón a legnagyobb mértékű szekvencia 
egyezést olyan tenyésztésbe még nem vont környezeti klónokkal mutatta BLAST szerint, 
melyeket korábban hasonló környezetekből, pl. felszín alatti vízbázisokból, geotermális 
talajvizekből, meleg forrásokból, fúrt kutak vizéből, olajkutakból, meleg kőolajtározókból 
mutattak ki (MAYUMI D. et al. 2010; COMAN C. et al. 2013; KIMURA H. et al. 2010).  
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8. ábra. A K87 termálkút vizéből származó reprezentáns molekuláris klónok és a velük legnagyobb 
mértékű szekvencia egyezést mutató baktériumtörzsek / molekuláris klónok filogenetikai fája.  
(A molekuláris klónok mögött zárójelben az ARDRA csoport tagjainak számát tűntettem fel.) 
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5.1.3. A Bacteria klónkönyvtárak eredményeinek összehasonlítása 
A kutakból származó vízmintákból készített Bacteria klónkönyvtárakra fajtelítődési 
görbéket szerkesztettem, ahol a két kútból származó molekuláris klónok számát az ARDRA 
csoportok számának függvényében ábrázoltam (9. ábra). 
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9. ábra. A Szarvas környéki termálkutak vizéből létrehozott molekuláris klónkönyvtárak  
baktériumközösségeinek fajtelítődési görbéi. 
Az ábráról jól látható, hogy az SZR18 jelzésű kút esetén a görbe közelít az 
aszimptotához, míg a K87 jelzésű kút görbéje nem. A K87-es kút esetében tehát a minél 
teljesebb genetikai diverzitás feltárásához egy nagyobb taglétszámú Bacteria klónkönyvtár 
elemzésére lett volna szükség. Az SZR18-as kút esetében a vártnál sokkal kisebb genetikai 
diverzitást sikerült feltárni. Az eltérés oka feltehetően a nem folyamatosan üzemelő SZR18-as 
kútnál mintavételi hiba lehetett, mivel a két vizsgált termálkút vizének kémiai-fizikai 
paraméterei közel megegyeznek egymással. Ennek igazolására egy ismételt mintavételre és 
egy új Bacteria klónkönyvtár létrehozására és feldolgozására lenne szükség. 
5.2. Archaea klónkönyvtárak 
5.2.1. Az SZR18-as termálkút vizének ősbaktérium diverzitása 
A vizsgált termálkutak vizének Archaea közösségei között kisebb mértékű eltérést 
tapasztaltam, mint a Bacteria közösségeknél. Mindkét vizsgált kútnál viszonylag alacsony 
Archaea diverzitást sikerült feltárni: az Euryarcheota és Creanarheota törzsek tagjai voltak 
kimutathatóak. Az SZR18-as termálkútvízből a Methanosaeta, a Thermofilum és a 
Sulfophobococcus nemzetségek képviselőit azonosítottam (6. táblázat). 
Az EzTaxon adatbázis szerint sok esetben a Methanosaeta thermophila mutatta a 
legnagyobb mértékű szekvencia egyezést a vizsgált molekuláris klónokkal. Ez az obligát 
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anaerob, Gram-negatív sejtfalszerkezetű termofil archaea (opt. hőmérséklet 55-60°C) 
ecetsavból képes szén-dioxidot és metán előállítani, vagyis acetotróf metanogén (KAMAGATA 
Y. et al. 1992). 
A K18-A20 klónnal a legnagyobb mértékű egyezést a Sulfophobococcus genuszba 
tartozó, 70-95°C között növekedni képes hipertermofil, obligát anaerob Sulfophobococcus 
zilligii mutatta, melyet egy izlandi meleg vizű alkalikus forrásból írtak le (HENSEL R. et al. 
1997). 
Az Archaea klónok számos esetben a legnagyobb szekvencia egyezést egy a 
Yellowstone Nemzeti Park (USA) egyik meleg vizű forrásából származó és a Thermofilum 
nemzetség tagjaként leírt környezeti klónnal (DQ179010) mutatták (10. ábra). Az extrém 
termofil, anaerob kén-légző anyagcserét folytató Thermofilum nemzetség típusfaját egy 
izlandi kénes hévforrásból írták le (ZILLIG W. et al. 1983). 
6. táblázat. Az SZR18-as termálkút vizéből feltárt archaea közösség filogenetikai diverzitása  
(EzTaxon adatbázis alapján) 
Reprezentáns 
klón
Klónok 
száma (db)
Legközelebbi rokon 
baktériumfaj/molekuláris klón (AN)
Szekvencia hasonlóság 
% (hasonló/összes bp)
Rend Törzs
SZR18-A5 9 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 95,92 (728/759)
SZR18-A27 8 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 96,16 (727/756)
SZR18-A47 1 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 92,51 (704/761)
SZR18-A53 14 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 96,05 (729/759)
SZR18-A64 4 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 95,83 (736/768)
SZR18-A76 2 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 95,93 (730/761)
SZR18-A80 3 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 91,27 (711/779)
SZR18-A3 6 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,35 (768/773)
SZR18-A8 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,8 (755/762)
SZR18-A10 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 85,96 (637/741)
SZR18-A22 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 92,76 (718/774)
SZR18-A26 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 95,99 (742/773)
SZR18-A29 4 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,73 (733/735)
SZR18-A33 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,72 (703/705)
SZR18-A38 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 97,53 (631/647)
SZR18-A40 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 94,95 (677/713)
SZR18-A49 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 88,06 (686/779)
SZR18-A51 2 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 94,64 (741/783)
SZR18-A57 2 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 94,47 (735/778)
SZR18-A62 10 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,74 (780/782)
SZR18-A72 1 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,61 (764/767)
SZR18-A81 1 "uncultured" archaeon klón (EU635922) 96,57 (733/759)
SZR18-A20 2 Sulfophobococcus zilligii  (NR_029316) 95,93 (731/762) Desulfurococcales
Methanosarcinales
Thermofilaceae ordo
Euryarchaeota
Crenarchaeota
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10. ábra. Az SZR18 termálkút vizéből származó reprezentáns molekuláris klónok és a velük legnagyobb 
mértékű szekvencia egyezést mutató archaea törzsek / molekuláris klónok filogenetikai fája. (A 
molekuláris klónok mögött zárójelben az ARDRA csoport tagjainak számát tűntettem fel.) 
5.2.2. A K87-es termálkút vizének ősbaktérium diverzitása 
A K87-es termálkút vizéből létrehozott molekuláris klónkönyvtár csaknem mindegyik 
klónja esetében a nagymértékű bázissorrend egyezések miatt (97,65-99,61%) lehetőségem 
volt faji szintű azonosításra (7. táblázat, 11. ábra). A Methanosaea és a Thermofilum 
nemzetségek tagjain kívül a Methanothermobacter genusz egyik képviselőjét is 
azonosítottam. 
7. táblázat. A K87-es termálkút vizéből feltárt archaea közösség filogenetikai diverzitása  
(EzTaxon adatbázis alapján) 
Reprezentáns 
klón
Klónok 
száma (db)
Legközelebbi rokon baktériumfaj/molekuláris 
klón (AN)
Szekvencia hasonlóság 
% (hasonló/összes bp)
Rend Törzs
K87-A7 5 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 95,96 (736/767)
K87-A60 1 Methanosaeta thermophila  (NR_028157) 98,8 (744/753)
K87-A22 6 Methanosaeta harundinacea  (AY817738) 97,65 (747/765)
K87-A6 58 Methanothermobacter tenebrarum  (AB523785) 99,22 (763/769)
K87-A24 2 Methanothermobacter tenebrarum  (AB523785) 99,34 (756/761)
K87-A39 1 Methanothermobacter tenebrarum  (AB523785) 99,34 (756/761)
K87-A1 16 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,61 (762/765)
K87-A43 2 "uncultured" archaeon klón (DQ179010) 99,21 (757/763)
Methanosarcinales
Thermofilaceae ordo Creanarchaeota
Euryarchaeota
Methanobacteriales
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A már említett Methanosaeta thermophila fajon kívül a Methanosaeta harundinacea is 
fajszinten azonosítható volt. Ezt a szintén obligát anaerob, Gram-variábilis, acetotróf 
metanogént egy anaerob reaktor csurgalékvizéből izolálták először (KAI M. et al. 2006). 
 
11. ábra. A K87 termálkút vizéből származó reprezentáns molekuláris klónok és a velük legnagyobb 
mértékű szekvencia egyezést mutató archaea törzsek / molekuláris klónok filogenetikai fája.  
(A molekuláris klónok mögött zárójelben az ARDRA csoport tagjainak számát tűntettem fel.) 
 
A K87-A6, K87-A24 és K87-A39 klónokkal a legnagyobb mértékű szekvencia egyezést 
(99,22-99,34%) a fakultatív anaerob, termofil (opt. hőmérséklet 70°C), Gram-pozitív 
sejtfalszerkezetű Methanothermobacter tenebrarum mutatta, amely szén-dioxid (szénforrás) 
és hidrogén (redukálószer) felhasználásával állít elő metánt anyagcseréje során, hidrogenotróf 
metanogén (NAKAMURA K. et al. 2012). A BLAST segítségével történő szekvencia azonosítás 
során a K87-A24 és K87-A39 klónokkal azonban egy másik anaerob, termofil (opt. 
növekedési hőmérséklete 65°C) hidrogenotróf metanogén, a Methanothermobacter crinale 
mutatott 99%-os egyezést (LEI C. et al. 2011), melyet egy kínai olajmező termékvizéből írtak 
le (11. ábra). 
A Bacteria közösségekhez hasonlóan az archaeak között is számos általam vizsgált 
molekuláris klón a BLAST szerinti legnagyobb mértékű szekvencia egyezést olyan 
tenyésztésbe még nem vont környezeti klónokkal mutatta, melyeket korábban hasonló, meleg 
vizű környezetekből mutattak ki (TOMOVA I. et al. 2011). 
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5.2.3. Az Archaea klónkönyvtárak eredményeinek összehasonlítása 
A kútvízmintákból készített Archaea klónkönyvtárakra szintén fajtelítődési görbéket 
szerkesztettem, melynek során a Bacteria klónkönyvtárakkal ellentétes eredményt kaptam 
(12. ábra). 
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12. ábra. A Szarvas környéki termálkutak vizéből létrehozott molekuláris klónkönyvtárak  
Archaea közösségeinek fajtelítődési görbéi 
Archaea tekintetében éppen a K87 jelzésű kút görbéje közelít az aszimptotához, míg az 
SZR18 jelzésű kút görbéje nem. Bár egyik vizsgált kút esetében sem tapasztaltam nagy 
Archaea diverzitást, a grafikonból jól látszik, hogy az SZR18-as termálkút esetében a 
teljesebb genetikai diverzitás feltárásához egy jóval nagyobb taglétszámú Archaea 
klónkönyvtár vizsgálatára lenne szükség. A K87-es termálkút esetében pedig feltehetően 
minta feldolgozási hiba eredményezhetett az SZR18-as kúthoz és a várthoz képest kisebb 
genetikai diverzitást. Ennek igazolására egy ismételt mintavételre és egy új Archaea 
klónkönyvtár létrehozására és feldolgozására lenne szükség. 
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 6. Összefoglalás 
 
Munkám során Szarvashoz közeli hévízkutak (SZR18 és K87) vizében előforduló 
prokarióta közösségek genetikai diverzitását tártam fel egy tenyésztéstől független 
molekuláris biológiai módszer alkalmazásával. Ennek során a szűréssel tömörített 
vízmintákból először közösségi DNS-t izoláltam, majd a 16S rRNS kódoló régiók 
felszaporítását végeztem el, amiket aztán klónozó vektorokba ligáltam és később kompetens 
E. coli sejtekbe transzformáltam. Kék-fehér szelekció segítségével hoztam létre a molekuláris 
klónkönyvtárakat. A Bacteria és Archaea törzsekbe tartozó szervezetek polimeráz 
láncreakciók révén felszaporított 16S rDNS-ét ARDRA módszerrel csoportosítottam, majd a 
csoport reprezentáns molekuláris klónok bázissorrend elemzésének eredményeit EzTaxon és 
BLAST programok segítségével értékeltem ki.  
A Szarvas környéki termálkutak vizéből származó molekuláris klónokkal legközelebbi 
filogenetikai rokonságban lévő baktériumfajok változatos, elsősorban anaerob anyagcserével 
jellemezhető denitrifikáló (Thauera), tioszulfát- (Thermanaeromonas) és szulfátredukáló 
(Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium) baktériumok mellett metanotróf 
(Methylocystis), vas- és kén- (Alicyclobacillus), valamint propionát-oxidáló (Pelotomaculum) 
szervezetek voltak. A kimutatott baktérium fajok többsége az általam vizsgált kutak vizéhez 
hasonló környezeti feltételekhez alkalmazkodott, termofil baktérium (Thermanaeromonas, 
Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium) volt. A két vizsgált termálkútból származó 
vízminta baktériumközösségeinek összetétele nagymértékben különböztek egymástól. 
Az Archaea klónkönyvtárak feldolgozása során a két kút vizének diverzitása egymáshoz 
igen hasonló volt. A Thermofilum és Sulfophobococcus nemzetségek (Crenarchaeota) tagjain 
kívül, a Methanosaeta és a Methanothermobacter nemzetségek (Euryarchaeota) képviselői is 
előfordultak, melyek közül acetotróf metanogéneket (Methanosaeta thermphila, 
Methanosaeta harundinacea), valamint hidrogenotróf metanogéneket (Methanothermobacter 
tenebrarum, Methanothermobacter crinale) is egyaránt sikerült kimutatni. Ezek az Archaea 
fajok mind obligát/fakultatív anaerob, temofil/extrém termofil szervezetek voltak, melyek jól 
alkalmazkodtak a környezeti feltételekhez.
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